Chapitre Il

Caractérisation desformes native € dénaturéedela
néocar zinostatine.

L’objedif de ce tapitre est de déaire le plus prédsément possble, tant d'un pant de
vue structural que thermodynamique, les propriétés des lutions de NCS native d fortement
dénaturéepar la dhaleur ou par le GAnHCI. La mnformation ce la proténe native en fonction
du chlorure de guanidinium a éé bhien étudiée par diffusion de neutrons, et en fonction ce la
température par diffusion derayons X.

La NCS a I'éat natif a éé principalement caradérisee par la mesure de sa taille
I’ évaluation des interadions intermoléaulaires. Les valeurs du rayon ce giration oldenues par
DXPA et DNPA sont bon en acord avec cdle cdculée apartir de la structure aomique, a
condtion ck tenir compte de la wuche d’ hydratation. En ce qui concerne les états totalement
dépliés, nows montrons qu'ils ont des propriétés smilaires a caux des polymeéres de longueur
finie. Cette similitude a ¢ exploitéepou déterminer lavaleur de lalongueur statistique de la

chaine paypeptidique.

-97-



Chapitre lll L’ état natif

3.1LaNCSal état natif

La premiéere dude que nous avons entreprise mncerne |’ état natif de la NCS. En effet,
toute dude du repliement d’ une protéine nécesste d en conreitre ala fois les états initial et
final. A cdte fin, nots avons essentiell ement utili sé les résultats de la diffusion des neutrons
et des rayons X aux petits angles pour déterminer le rayon ce giration ce la NCS native &
évaluer les interadions intermoléaulaires. Quelques résultats suppémentaires ont auss été
ohtenus aur les propriétés dichroiques inhabituelles de la NCS et sur la variation de son rayon

hydrodynamique en fonction du pH de la solution.

3.1.1 Détermination du rayon de giration et du second coefficient du viriel

Le but des expériences de diffusion aux petits angles aur la protéine native éait d’ une
part de déterminer le rayon de giration extrapdé a concentration nule, et d’ autre part de
vé&ifier que les interactions intermoléaulaires, dars les condtions ioniques chaisies, étaient
suffisamnent faibles pour que des informations prédses puisent étre obtenues sur la

conformation ce la protéine lors de la dénaturation.

3.1.1.1Expériences de neutrons

La figure 3.1 représente le logarithme de I’ intensité des neutrons diffuses, Ln I(Q), en
fonction ce Q% pou quatre @ncentrations de protéine diff érentes comprises entre 6 et 21,4
mg cm™>. En uilisant I’approximation de Guinier nous avons déerming, pou chague

concentration, les vaeurs de I'intensité diffusée vers I'avant, 1(0,c), et du rayon ck giration

apparent, Ry(c).
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Fig. 3.1 : représentation e Guinier des gedres de diffusion des neutrons, 1(Q), dela NCS naivea

différentes concentrations.

La figure 3.2 représente la quantité c/1(0,c) en fonction de la @ncentration, ¢, de
protéine. Dans lalimite des barres d’ erreur, cette quantité présente une dépendancelinédre, et
croissante avec la @ncentration. Son comportement laise suppser quil N'y a pas de
contribution significaive du troiseme efficient du vriel. Il montre auss que le semnd
coefficient du viriel, Ay, est positif et donc que les interadions intermoléaulaires ont
répulsives dans un tampon phaphate 60 mM. Des résultats présentés dans la figure 3.2, nos

déduisons les valeurs siivantes :

lim 0.©) _ (11,9+0,2)cm?g~tsr 2
c-0 C

A;=(2,7 1) 10* cm*® mol g2.

Lavaleur mesuréede lim 1(0,c)/c est en bonacord avec céle qui peut étre estimée
c-0

(11,1cm’g*sr?) &I’ aide des expressons (1.43 et (1.44), en uili sant la composition atomique
delaNCS dort lamass molaire est M = 11235g mol ™ dans|' eau lourde, et en utili sant pour

le volume spédfique partiel la valeur cdculée apartir de caix des divers addes amines

donrés par Jaaot (1976, qui est égale av=0,74cm’> g™
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Fig.3.2: déermination dusecnd coefficient du viriel A, dela NCS ndive

La figure 3.3 représente les variations de [Rg(c)]‘2 en fonction ce la wncentration e
protéine. Lavaleur durayon de girationa concentration nule est :
Ry (0)=(12.9+ 0.3 A

et cdle du coefficient B, de |’ expresson (1.72) est :
B, =(12+ 4) 10 cm*mol g

0,012 +——F——F——F——F——1F—+—F————F————T—

0,010 1

0,008

0,006 ] g

Rg(c)” (A%

0,004 B

0,002 B

0,000 +—7—F—"+—"F—"+—"F—"—"FT"—"T"T"—"TF"—T"—T"—7

¢ (mg/cm™)

Fig. 3.3: rayon cegiration cela protéine native e fonction ce la concentration.

On olserve sur la figure précalente que le rayon e giration mesuré par diffusion de
neutrons varie @z fortement avecla mncentration dans la gamme [6 - 21 mg cm™], ce qui

condut a un coefficient B, relativement important. Cependant, il est clair que les barres
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d' erreur sur ce oefficient, comme d' ailleurs sur le efficient du vriel,Asont grandes, en
raison dufait que nousn' avons eff edué des mesures que pou 4 valeurs de la cncentration en
NCS. Il faut donc considérer que les valeurs donrées pou ces coefficients représentent
seulement des ordres de grandeur, qu sont toutefois suffisants pour renseigner sur les

interadions intermoléaulaires. Nous reviendrons aur ce point dans la suite.

3.1.1.2Expériences de rayons X.

Des mesures ®mblables ont éé faites avec les rayons X dans un damaine de
concentration ce protéine légérement différent: de 2.5 & 10 mg cm™>. Les résultats ont
donres dans la figure 3.4. En procédant de la méme fagon qie pou les mesures de DNPA,

nous obtenors pou le wefficient du second coefficient du wriel :
A;=(3.5%+2) 10 cm®mol g2
Nous ne donnors pas de valeur de lim 1(0,c)/c ca, en généra, les gpedromeétres de

c-0

DXPA ne sont pas congus pour permettre d étre cdi brés de maniére ésolue.

Nous obtenors également :

Ry(0)=(14.2£0.3A & B,=(2.920.710%cm’mol g™

T=22°C

c=2.5 mgem®

T
3
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Fig. 3.4: représentation de Guinier des gedres de diffusion des rayons X, 1(Q), dela NCS ndivea
différentes concentrations.
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Quand onaugmente |la température, la protéine garde une structure mmpade jusqu a
60°C au moins (dans |I' eau |égére), pus transite vers |I' état dénaturé, avec un pant de demi
transition aux alentours de 68°C. Dans le calre de ' étude de cdte transition, il est important
de onraitre les interadion intermoléaulaires quand la protéine est encore native, juste avant
la transition de dénaturation. C' est pourquad nouws avons effedué des mesures analogues a
52°C. Elles condusent aunrayon ce giration extrapolé a oncentration nule identique a céui
déterminé atempérature anbiante : Ry(0)=(14.2:0.3) A. Le deuxiéme wefficient du viriel A,
et le wefficient B, ont par contre |égérement augmenté : ils ont tous deux une valeur de
I' ordrede & 2 10* cm® mol g2 a52°C.

3.1.1.3 Commentaires

Sur lesrayons de giration

Le rayon ce giration Ry(0) de la protéine native, extrapoé a oncentration nule, aune
valeur sensiblement plus faible en neutrons dans D,O (12.9A) qu en rayons X (14.2). II
S agit en fait d un prénomene tout a fait général, qu a son aigine dans |I' existence d' une
premiére couche d' hydratation ce la protéine plus dense que le solvant en vdume (Svergun et
al., 1998. Dans une expéience de diffusion des rayons X, cette muche d' hydratation dus
dense va produre une anplitude de diffusion supdémentaire, avec un terme de @ntraste
positif, qu Sajoute al' amplitude de diffusion ce la protéine, dort le mntraste est également
positif. Il S msuit que la particule paraitra plus grosse. Dans une expérience de diffusion des
neutrons dans DO, I' amplitude de diffusion supdémentaire due ala mwuche d' hydratation dus
dense atoujours un contraste positif, mais la protéine a céte fois un contraste négatif par
rappat au solvant. L' amplitude de diffusion suppgémentaire seetranche aors de cdle de la

protéine, qu parait plus petite.

Afin de quantifier ladensité de la premiere muched' hydratation, nows avons utili sé les
programmes CRY SOL et CRY SON, développés par Svergun pou évaluer |I' intensité diffusée
par des maaomoléaules en solution, a partir de leur structure aistall ographique, en rayons X
et en neutrons respedivement (Svergun et a., 1995. Ces programmes cdculent I' intensité
diffusée par une moléaule etouréed' une muche d' hydratation d épaissdy, e la fagn

suivante :

1Q=(AQ)-r,.AQ)+&,AQ))
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ou Ay Q) est I'amplitude de diffusion de la particule in vacuo évaluée a partir des
coordonrées atomiques, Ag(Q) et Ap(Q) sort les amplitudes de diffusion du véume de solvant
exclu et de la muche d' hydratation, respedivement, ebpy, représente le ntraste py-ps de la
couche d' hydratation par rappat au solvant. L' gustement de cdte expresson aux courbes de
diffusion déterminées expérimentalement permet d' évaluedpy, et d' en déduire la densité dela

premiére muched' hydratation.

Nous avons rédisé ce gustement dans le ca de la NCS en uili sant les coordonrées
atomiques isaus de la PDB (référence 1naa), et les courbes de diffusion des rayons X et des
neutrons 1(Q,c=0) extrapolées a ncentration nudle a partir de I' expresson (1.74).
L' gustement est excdlent ; en particulier il condut a des rayons de giration théoriques
identiques a caix déterminés expérimentalement. La densité relative de la @uche
d' hydratation est trouvée @ale al.04et 1.045en rayons X et en neutrons respedivement. La
couche d' hydratation a donc une densité supérieure a cée du solvant en vdume de 4 a 5%
environ, (2 comparer al' augmentation ce 6 a 7%rouvée dans le lysozyme, Svergun et al.,
1998.

Sur lesinteractions

Le seoond coefficient du viriel A, est une mesure des forces d' interadion entre les
maaomoléaules de la solution, qu sont des forces faibles d' origines diverses (compaosantes
éledrostatiques, de van der Wads et liaisons hydrogene, contributions hydropholes et
d hydratation). Il est d' usage, pou modéliser ces interadions, d utiliser le potentiel
d' interadion appelé potentiel DVLO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek), qu inclutdes
interadions de arps durs, des interadions éledrostatiques coulombiennes répulsives, et des
forces attradives de van der Wads (voir par exemple Tardieu et al., 1999. La vaeur du
coefficient A, dépend essentiell ement des amplitudes relatives de cestrois types d' interadion.
Pour une méme protéine, elle peut varier dans un large domaine, suivant I' éaantage des

interadions éledrostatiques par le sel gouté dans la solution.

Pour tirer des informations des valeurs obtenues expérimentalement pou Ao, il est
intéressant de les comparer au second coefficient du Viriel que I' on oliiendrait avec un seul
potentiel de crps durs. Il a éé dabli théoriquement (des Cloiseaux J; et Janninck G., 1990
gue pou des maaomoléaules en solution nonchargées, le secnd coefficient du \riel et le

rayon ck giration sont reli és par I’ expresson suivante :
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3
A, = 4T 2PN R0 (3.

MZ

ol Np est le nombre d’Avogadro et M la mase molaire du soluté. W est une @nstante
universelle qui dépend e la forme ou ce la cmnformation de la moléaule. Pour des phéres

dures:;

/2
4
W= 01,619 3.2
3%’2?5@ - 52

[Yvon, 1966,Douglas 1985.

Si I'on uilise pou le rayon e giration Ry(0) la valeur cristallographique obtenue a
partir des donrées de la PDB (sans pondration par les longueurs de diffusion), qu est de
13.53A, on ohient & partir de larelation (3.1) une valeur de A, de I'ordre de 4.3 10% cm® mol
g% On constate que cete valeur est du méme ordre de grandeur que les déterminations
expérimentales : A,=2.7 10* cm® mol g dans les expériences de neutrons & |'ambiante, et
A=3.5et’5 10* cm® mol g dans les expériences de rayons X, & 22 et 52°C respedivement.
Ced suggere gque, dans les condtions ioniques choisies pou la NCS native, les interadions
coulombiennes répulsives ont compensées par les interadions attradives de van der Wads,
le patentiel d'interadion résultant se réduisant a un pdentiel de sphéres dures. Nous pouvors
alors considérer que, pou untampon 60mM phosphate, les interadions éledrostatiques entre
moléaules de NCS sont négligeables, ced auss bien dans H,O (expériences de rayons X) que
dans D,O (expériences de neutrons), et dans toute la région en température ou la protéine
reste native. On peut alors raisonreblement suppcser que, dans ces condtions, les
changements de mnformations de la protéine lors de la dénaturation re seront pas masqués

par des effets d’ interadions.

On peut faire un commentaire sur les interadions, concernant I’ augmentation olservée
pou le wefficient du viriel A, quand la température aoit, qu traduit un acaoisement des
répulsions. Ced est un effet général qui a d§a éé observé dans les lutions protéiques
(Bonreté @ al., 1999. Il est attribué au fait que la force des interadions attradives diminue
guand la température augmente, alors que les interadions répulsives restent a peu prés
inchangées.

Enfin , comme nous venors de |’ observer, lavaeur du coefficient du viriel déterminée

par rayons X en solution deau légere est |égerement plus grande que cdle déterminée par
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neutrons en eau lourde. Cela indique que |I'amplitude des interactions attractives est plus
importante pou la protéine en solution dans D,O que dans H,O. Le méme type de
comportement a &€ mis en évidence pou le lysozyme (Gripon et a., 1997. Gripon montre
gue les interadions, protéine-protéine, modélisées avec un pdentiel DVLO, présentent des

compaosantes attradives diff érentes en D,0 et en H,0.

Lorsque les moléaules ont centrosymétriques, il est auss possble d évauer le
coefficient B, qu déait la dépendance du rayon ke giration avec la cncentration. En
développant les expressons (1.46), (1.65), (1.66), au premier ordre en ¢ et au second adre en

Q, onmontre que:

12

B,=A —
Rg
ou
R? :I[g(r)—l]r dr
[lo(r) - 2o
avec g( r)=exp(-V(r)RT)-1)

Ry est le rayon ck giration de la patée des interactions intermoléaulaires, sa valeur
ne dépend pas du contraste, contrairement a Ry,

Pour des phéres dures Ry =2Ry et B,=4A,. C'est ce qu on otserve en dffusion des
neutrons sur des olutions deuterées. Par contre dans |’ eau légeére la diffusion des rayons X
montre que B, [0 A,. Cela semblerait montrer que lalongleur de crréation des interactions
attractives est plus grande dans le tampon a base d' eau |égére que dans cdui a base d’'eau

lourde.

3.1.2 Propriétés dichroiques

Le spedre dichroique de la NCS native présente une particularité inhabituelle pour une
protéine cmpaosée uniquement de feuill ets 3. Comme le montre la figure 3.5, ce spedre
présente deux maxima. Le premier, qu correspond a des longueurs d’ onde voisines de 195
nm, est caradéristique de la structure 3. Par contre le seoond, situé aux alentours de entre 223

nm, est moins fréquemment observé. Il pourait étre di a I'expaosition au solvant d’un
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chromophae aomatique qui masque I’ adivité optique du sgquelette peptidique normalement
observé dans I’UV proche. Ced pourait bien étre le ca de la NCS qui possede deux résidus
tryptophane trés externes. Un tel phénoméne a déa é&é ohservé pou plusieurs protéines
possdant des résidus aromatiques exposés (Green, 1966; Woody, 1994; Dufton, 1983
Reid, 1998 Schinder 1995. D’autre part, la présence des deux boucles formées par les

liaisons disulfures pourait auss étre al' origine de ce ompodment dichroique particulier.

18 T T T T T T T T T
16 [
14 -—
12

10

AA

2 //\
0 \/

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
190 200 210 220 230 240

Longeur d' onde (nm)
Fig. 3.5: spedredichroique dela NCS naivea 2C°C.

3.1.3 Rayon hydrodynamique en fonction du pH.

En général, la configuration dune protéine en solution d&pend ce la valeur du pH.
Sachant que le point isoéledrique de laNCS est a pH 3, nots avons veérifié rapidement que la
conformation ce cdte protéine n’ était pas fortement affedéequand le pH varie entre5et 7. A
cete fin nows avons utili sé la diffusion quasi-élastique de lumiere pour mesurer le efficient
de diffusion e trandation ce la NCS dans I'eau légéere a 20°C et obtenir son rayon
hydrodynamique.

La figure 3.6 montre la variation du coefficient de diffusion, D, en fonction du .
Entre pH=5 et pH=7, le wefficient de diffusion de la NCS reste mnstant, avec une valeur
moyenne de (112 + 3) nm? s, qui suggére I’invariance des propriétés dructurales delaNCS

dans ce intervale de pH. En uilisant la relation de Stokes-Einstein (2.56 nous avons
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déterminé la valeur du rayon hydrodynamique, Ry, de la NCS en suppasant que la viscosité
des tampors est identique a cdle de I'eau (7 =1.002a 20°C). Sa valeur moyenne et Ry =
(19,5+ 0,5 A, quelque soit le pH. En premiére gproximation, le rayon hydrodynamique
d’ objets phériques compads est identique ai rayon géométrique, R. Si I’objet peut étre
considéré comme homogene € isotrope, R = (5/3)1’2Rg ou Ry est le rayon ce giration. La
valeur durayon e giration delaNCS est comprise entre (12.9+ 0,3 et (14,2+ 0,3 A, sdlon
gu ele et mesuréepar diffusion des neutrons ou des rayons X, respedivement. Globalement,
la relation entre le rayon hydrodynamique € le rayon ce giration peut donc é&re considérée

comme satisfaite.

125 . . . . . . . . .

120 1

115 H -

R

105 -

D (nni/s)

100 . . . . . . . . .

Fig. 3.6: variation du coefficient de diffusion de la NCS en fonction du pH.

3.2 La NCStotalement dépliée

La NCS a éé totalement dépliée par la chaleur et par du chlorure de guanidinium a
concentrations élevées. Les mesures de DNPA et DXPA ont permis de mettre en évidence
diff érent états conformationnels slon I’ agent dénaturant, la chaine polypeptidique pouvant se
comporter comme une caine idéde ou présenter des interadions de volume exclu. Les
paramétres dructuraux de ces états dépliés ont été déduits des gectres de diffusion en

utili sant certains résultats théoriques établis pour les homopdymeéres.
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3.2.1 La chaleur spécifique

Des mesures de cdorimétrie ont été faites dans des tamponrs a base d' eau |égére ou
d'eau lourde, a pH 7, pou déerminer la température a partir de laquelle la NCS est
totalement dénaturée Comme le montre la figure 3.7, les températures de transition sont
68.5C et 71.8C, respedivement. Quelque soit |e tampon, la chaleur spédfique [ACH(T)L] ne
change plus au desaus de 80°C, cequi indique que la protéine est complétement dénaturée La

variation denthalpie cdorimétrique est de (97 + 1) kcad mol ™ pour les deux tampors.

14 " 1 " 1 " 1
12 4
. ]
_I‘x 8 -
2
g ]
4
4_
-
~=
g 2
0_
-2 . , . , . ,
40 60 80 100

T (°C)

Fig. 3.7 : variation de la chaeur spédfique de la NCSen solution dars untampon phaphae 60 mM,

deuteré ou non.

Nous avons auss mesuré, entre 20 et 88°C, la variation ce la dhaleur spédfique de la
NCS dans une solution ce 5 M de GdnDCI deutéré. La figure 4.8 montre qu aucun gc de
transition riest observable. Les petites fluctuations, d environ 0,25Kcd mol™ d amplitude,
sont dues a |’ appareil. Nous en déduisons qu' a cdte mncentration de dénaturant la protéine
est totalement dénaturée a20°C. L’ absencetotale de variation cela chaleur spédfique indique
gue la protéine, bien que cmpletement dépliée conserve aencore les deux boucles formées

grace ax deux ports disulfure. Les ports disulfure sont des liaisons covalentes trés fortes, et
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I’énergie provenant de la combinaison entre I’agent dénaturant et la température n'est pas

suffisante pour les oxyder.

ACLT) (kca mol'K™)

10

20 30 40 50 60 70 80
T (°C)

90

Fig. 3.8 :.variation cela chaleur spédfique dela NCSen présencede 5 M de dhlorure de

3.2.2 Rayon de giration

guaridinium,

et second coefficient du viriel

Comme pou la protéine native, des mesures de DNPA et de DXPA ort été rédisées aur
des lutions de NCS complétement dénaturéepar 5 M de GAnDCI ou par chauffage aplus de

78°C, afin de déterminer la conformation dce la protéine complétement dépliée ¢ les

interadions intermoléaulaires.

Les gedres de DNPA, présentés dans la figure 3.9, montrent que la taill e de la NCS

dénaturée et bien plus importante que cel e de la protéine native. Pour expliquer ces résultats

nous avons utili sé les considérations du paragraphe 2.4 concernant les polymeres. Les valeurs

du rayon ck giration apparent et I'intensité diffusée vers I'avant ont été déterminées en
utili sant laloi de Debye (1.54).
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Fig. 3.9: spedresde DNPAdela NCS denaturéepar 5M de GdnDCI et par chaufagea 78C.

Les figures 3.10 et 3.11 représentent les dépendances de ¢/I(0,C) et de [R@,(C)]‘2 en
fonction ce la concentration ce proténe. Les valeurs de I'intensité diffuséevers |I’avant et du
rayon ce giration ort été obtenues par extrapaation linédre a oncentration nule & cdles des
coefficients A, et B, ont été déduites des pentes de ces courbes.

Nous avons obtenu, pour laprotéine en 5SM de dhlorure de guanidinium :

jim 19:€)

=(11,1+ 0,2)(:ng_1sr_1
c-0 C

A, = (6% 1) 10% cm® mol g™

Ry (0)=(33+ 1) A

B,=(9+2) 10*cm®*mol g2

En présencede 5 M de GdnDCI le rayon ce giration de la NCS est presque trois fois
supérieur a céui de la protéine native. Ce résultat démontre dairement que la NCS est tres
fortement dépliée Le wefficient A, est positif et sa valeur est ausd supérieure a cHie de la
protéine native. Les interadions intermoléaulaires répulsives augmentent donc lorsque la
protéine est fortement dépliéepar 5 M de GdnDCI. Ces résultats suggerent que, dans de telles
condtions, la conformation dela NCS est cdle d'une chaine a volume exclu.
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Fig. 3.10: variation ce|’intensité diffusée ves I’ avant par la NCS complétement dépli éepar 5
M de GdnDCl et par la chaleur & 78C.
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Fig.3.11 : variation durayon cke giration appaent de la NCS complétement dépliéepar 5 M de

GdnDCl et par lachaeur a 78C.

Par contre la situation est différente lorsque la NCS est dénaturée par la caleur.
Comme le montrent les figures 3.10et 3.11, Ry(c) et 1(0,c) ne varient que faiblement avecla
concentration ¢k protéine. Dans ce c& nous obtenonrs:

lim 10.©) _ (11,8+0,2)cm?gtsr 72
c-0 C
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A, =(0,5+ 3) 10° cm® mol g2

Ry =(26,6% 1) A

B, = (-0.3+ 2) 10* cm* mol g™

Lavaleur du rayon ce giration démontre que la NCS dénaturée par chauffage a78°C est
auss fortement dépliée mais moins quen présence de 5 M de GdnDCI. Le fait que les
valeurs de A; et B, soient trés faibles indique que les interadions intermoléaulaires sont a peu
prés absentes et suggere que la protéine dépliéese mmporte mmme une chaine idéale.

Une expérience similaire a éé rédiséepar DXPA a 76.8TC et a80 °C sur une solution
de NCS concentrée a ¢5 mg cm™ dans un tampon & base d'eau |égére. Le spedre de
diffusion montre que lavaleur durayon dce giration est:

Ry(C) = (26,3 0,3 A.
Compte tenu des incertitudes expérimentales, cette valeur est identique acdle que
donrela DNPA dans les mémes condtions de ancentration

Les vaeurs expérimentales du second coefficient du \iriel peuvent étre comparées a
cdles donrées par |’expresson (3.1). Pour des moléaules linéares, comme les poymeéres ou
les protéines totalement dénaturées, la cnstante W dépend ce la longueur de la chaine, de sa
rigidité & de la force des interadions de volume exclu. En particulier, ¥ = 0 pou une caine
idéde. Lorsque des interadions de volume eclu sont présentes W est toujours positif. Sa
valeur est d environ 0,23 pouune caine tres flexible de longueur infinie (Yamakawa 1993.
Lorsgue la NCS est dénaturéepar la chaleur a 78°C les résultats de DNPA montrent que W =
(0 £ 0,025. Par contre, a partir de la valeur de A, déterminée epérimentalement et de
I’expresson 3.1, on obent W = (0,16 0,06 lorsque la dénaturation est provoquéepar 5 M
de GdnDCI. Ces vaeurs tendent a confirmer que la NCS dénaturée par la température se
comporte comme une daine gaussenne, et que par contre, en 5M de GdnDCl, elle se
comporte mmme une daine poymérique en bon solvant, ¢’ est-a-dire avecdes interactions
de wlume eclu. A partir de ces informations, nows allons déduire des caradéristiques
structurales de la chaine dépliée par I’analyse des gedres de diffusion olienus a grandes

valeurs de Q, que nous présentons dans le paragraphe suivant.
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3.2.3 Longueur de contour et longueur statistique

Nous avons utilisé cetains résultats de la théorie des polymeéres pour expliquer les
spedres de diffusion de la NCS complétement dépliée L’'applicaion ce ces résultats
théoriques aux protéines mérite, des a présent, quelques commentaires. Tout d'abord, les
protéines ont des polymeres hétérogenes, de longueur de chaine cnstante. En conséquence,
au vasinage des condtions de solvant 6, certains résidus pouront se trouver en bonsolvant
alors que d'autres gront en mauvais lvant. Des interadions préférentielles apparaitront
dornc entre ces derniers et favoriseront I’ apparition de @wnformations particuliéres, qu sont
trés improbables pou les paymeéres homogenes. Ced pourait étre al’origine d’ une ceataine
inadéquation entre modéle théorique d résultats expérimentaux. Ensuite, tous les modeles
théoriques ne donrent que le fadeur de forme d'une chaine isolée ¢ négligent les effets de
concentration. L’'idéd serait donc de comparer les prévisions théoriques aux spedres
expérimentaux mesurés a tres faible cncentration. Ced demanderait des expériences longues
et délicates et serait cause de grandes incertitudes car il est difficile de mesurer prédsément
des gedres de diffusion a des concentrations wuffisasmment faibles. Afin de tenir compte des
effets de mncentration, nows avons dorc utili sé I’expresson (1.74) pou déaire les pedres
mesurés. Dans cette expresson nots avons remplacéles coefficients A et B, par leurs valeurs
expérimentales. Par aill eurs, nows avons négligé la cntribution des deux boucles, de dix et
cing addes aminés, formées par les liaisons disulfure. La figure 3.12 représente
schématiquement la conformation la plus é&endue d' untel diffuseur. Nous faisons ' hypothese

gue laprésencede ces deux boucles ne modifie qu assz peu laforme du spedre de diffusion.

Fig. 3.12. Schéma de la NCS complétement dénaturéeavecses deux boucles dues a la présence des

liaisons disulfure.
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3.2.3.1 Facteur deformede Sharp et Bloomfield pour une chaine idéale

L' approximation la plus smple qui peut étre utilisée pou déaire une daine
polymérique semi-flexible de longueur finie est cdle de Sharp et Bloomfield, donrée par
I’ égquation (1.55. Unetelle chaine est déaite par trois parameétres fondamentaux : salongueur
curviligne, L, salongueur statistique, b, et sonrayon de giration transverse gparent, Ry c.

Lavaleur de L donre une information sur le degré d' éirement de la chaine. Lorsque la
chaine est compléetement étirée cette quantité peut étre cdculée apartir du nanbre des addes
aminés sachant que la distance antre deux liaisons peptiques conséautives est de I' ordre de
3,45A.

Lalongueur statistique b refléte larigidité de la dhaine & définit lesinteradions a murte
distance Elle dépend, pincipalement, de la structure chimique de lamoléaule.

Enfin le rayon de giration transverse gparent Ry donre une estimation e la taille
moyenne des groupes latéraux. Cependant sa valeur dépend fortement de la structure d de la
composition chimiques de ceix-ci, ainsi que de la nature du solvant et de sa structure au

voisinage de lamoléaule.

Lafigure 3.13 done une représentation ce Kratky des gedres de diffusion celaNCS
dans diverses condtions. Les mesures de DNPA corresponcent a I’ état natif et aux états
dénaturés induts par la présence de 5 M de GdnDCl et par la daeur a 78°C. La
concentration ce protéine dait d’environ 20mg cm . Les mesures de DXPA ont été rédi sées
& 76,8, sans dénaturant et & une mncentration de 5 mg cm™. Les résultats de DNPA
montrent que la structure de la chaine dénaturéepar 5 M de GdnDCI est différente de cdle
provoquee par la daleur. Cela et compatible avec les informations aajuises jusqu a
maintenant, a savoir que la NCS dénaturéethermiquement adopte une cnformation de chaine
idéde dors qu éle se trouve en situation e volume exclu lorsqu' elle est dénaturéepar 5 M
de GdnDCI. Le fadeur de forme de Sharp et Bloomfield ne poura ére utilisé que pou
déaire le ca de la dhaine idéde. Dans le ca& de la chaine avolume exclu, la valeur du
parametre b, issue d'une analyse du type S&B, serait affedée par les interadions a longue
distance
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Fig. 3.13: représentation ce Kratky des gedres de diffusion cela NCS dars diverses condtions. A gawche:
résultats de DNPA pou la protéine native, la protéine dénaturéepar 5 M de GAnDCI et par la chaleur a 78C.
Adroite : ceux de DXPAohtenusa 76,8C

Nous avons gjusté I'éguation (1.55, qu déait le fadeur de forme de Sharp et
Bloomfield, aux spedres de DXPA et de DNPA mesurés a haute température. Les coefficients
A et B, ayant été trouvés dans ces condtions voisins de 0, les pedresn' ont pas é&é wrrigés
des effets de mncentration. Les ajustements ont été rédi sés dans le domaine en Q: Q < 0.2 A"
! lls ont présentés air la figure 3.14. Les valeurs siivantes ont été obtenues pour les trois
parametresL, b,et Ry del" gustement :
dansle cadelaDXPA 476.8C

L=(322+69 A
b=(13.0£2.9 A
Rgc=(4.1+ 0.3 A
dansle cadelaDNPA a78°C
L=(320+x70) A
b=(13.6+3) A
Rgc=(5.5+ 0.5 A
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Fig.3.14 : Ajustement dufacteur de forme de Shap et Bloonfield (2.63 aux résultats de DXPA
et DNPA.

Les valeurs de L et b sont identiques en DXPA et en DNPA. La valeur de L est
compatible avec cdle qui peut étre cdculéepou une dhaine paypeptidique de 102 résidus, a
savoir 352 A (102 x 3,45A). Il n'y a, en effet, pas de raison e tenir compte des 15 résidus
impliqués dans les boucles formées par les liaisons disulfure ca ils ne cntribuent pas a la
longueur totale de la chaine dépliée Ced suggére que la NCS dénaturée par chauffage ne
présente pas d ééments particuliers de structure semndaire, pusque |I' existence de tels

ééments entrainerait une diminution de L par rappart alavaleur cdculéede 352A.

Les valeurs obtenues par les deux techniques pour Ry sont Iégerement diff érentes. Cela
n' est pas surprenant dans la mesure otlRy ¢ est fortement dépendant du contraste local entre la

protéine d le solvant, et dorc du type de technique, neutrons ou rayons X, utili sé.

Lavaleur moyenne durayon ke giration cdculée a’aide del’ expresson

L 11 3
2 == - 2H 2Re 3.3
% Bb 40 2 R 33
est d’environ 26,1A pour les rayons X et 26.9A pou les neutrons. Ces valeurs nt, comme

il se dait, tout a fait comparables a cdles déduites des mesures effeduées a de plus faibles

valeurs de Q en uili sant lafonction de Debye.

Finalement il faut remarquer que lesincertitudes d environ 20% sur lesvaleursde L et
b proviennent du fait que ¢ est esentiellement le produt.b qu intervient dans!' expresson ce

de Sharp et Bloomfield, et que la validité de cete derniere est limitée aix valeurs de Q< 0.2
A.
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3.2.3.2 Facteur deforme de Pedersen et Shurtenberger

Pour déaire les pedres de DNPA obtenus pou la NCS dépliée par 5M de GdnDCl,
nous avons Uutili sé la troisiéme goproximation de Pedersen et Shurtenberger (Pedersen 1996
donrée dans le dapitre Il. Cette goproximation, qu représente le facteur de forme d'une
chaine avec ou sans volume exclu, s applique dans un intervalle de Q plus large que cdle de
Sharp et Bloomfield.

Pour tenir compte des eff ets de amncentration nows avons utili sé I’ approximation (1.74)
dans laquelle nous avons ubstitué aA2 et B2 leurs valeurs expérimentales et remplacéP(Q)
par I’expresson de Pedersen et Shurtenberger (Pedersen 1996.

Le spedre de diffusion de la NCS dénaturée par 5 M de GAnDCI ne peut étre déait
corredement que par cdui d'une chaine avolume exclu. Nous avons obtenu les vaeurs

suivantes :

L =(340+£17) A
b=(14,8+15A
Rgc=(4.2+ 0.5 A

A titre de mmparaison, nows avons également fait un gjustement du spedre de DNPA
obtenu a 78°C en uilisant la troisieme gproximation e Pedersen et Shurtenberger. On
observe anouweau gle la protéine dénaturée par la chaleur a 78°C se mmporte mmme une
chaine idéde. Les paramétres gructuraux sont trés voisins de ceux obtenus précéemment a
partir del' approximation de S&B, pusqu' ils ont égaux a:

L =(335+20) A
b=(12,5+1,6 A

Rgc=(5.6x0.5 A

La figure 3.15 montre le résultat des ajustements des expressons théoriques aux

spedres expérimentaux.
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Fig. 3.15 : ajustements des facteurs de forme de Pedersen et Schurtenberger aux spedres de DNPA
de la NCStotalement dépliéepar 5 M de GdnDClI (+) et par la chaleur a 78 C (x).

Les déterminations de la valeur de L pou les deux types de dénaturation, chimique ¢
par chauffage, sont équivalentes et correspontent a cdle d'une daine polypeptidique
dépourvue de toute structure locde. De méme, les valeurs de la longueur statistique b sont
comparables. La valeur de b reflétent les effets d'interadions a curte distance sur la dhaine
qui lui conferent sarigidité. Dans tous les cas, les corréations d’ orientation persistent sur une
longueur correspondant a3 ou 4addes aminés.

Enfin, il est aduellement impossble de déduire qua que cesoit des valeurs de Ry, ca,
commenows |’ avons dgamentionrg, ell es dépendent fortement du contraste locd entre la

surfacede la protéine d le solvant

3.3 Conclusions

Les expériences présentées dans ce dapitre nous ont permis de déaire plus prédsément

les propriétés de la NCS en solution, tant dans la forme native que dans |’ état complétement

déplié. En ce qui concerne ce dernier type de conformation nots avons appaté de nouvelles
informations, résultant d’ une analyse originale d prédse des gedres de diffusion.
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En premier lieu, nows avons montré que la stabilit € de la NCS native et peu influencée
par le pH de la solution entre pH=5 et pH=7, et nous avons déterminé son rayon de giration.
En comparant les gedres de diffusion des rayons X et des neutrons a ceux cadculés a partir de
la structure @omique de la NCS, nows avons pu cgterminer la densité de la @uche

d’ hydratation, qu s avére &re environ 4a5 % plus dense que I’eau namale.

L’ étude des états fortement dénaturés montre, quen présence de 5 M de dlorure de
guanidinium, la protéine est complétement dépliée aec un rayon dce giration qu est presque
trois fois supérieur a caui de laforme native. Par cortre, lorsque la protéine est dénaturéepar
la chaleur, & environ 78T, son rayon ce giration riest qu environ le doulde de ceui de la

forme native.

La mesure du seaond coefficient du uriel nous a permis d estimer les interadions
intermoléaulaires lorsque la protéine et dénaturée par la dhaleur et par du chlorure de
guanidinium. Pour la protéine dénaturée par 5 M de GdnDCI, nouws avons observé que les
interadions ont tres importantes et que les effets de mncentrations ne peuvent pas étre
négligés ; par contre sous |'effet de la chaleur, a 78°C, la solution e protéine se comporte
comme une solution idéde, c'est a dire sans interadions intramoléaulaires. Ces résultats
montrent diredement que la protéine dénaturée dimiquement se mmporte wmme une caine
polymérique avolume exclu dort tous les addes aminés nt entierement solvatés. Par contre
la protéine dénaturée thermiquement se mmporte omme une caine idéde. Cette diff érence

de omnformation se refléte auss dansles valeurs durayon ce giration.

Cerésultat est fondamental parce qu'il est souvent affirmé que les diff érences détedées
entre ces deux types de conformations ont dues a la présence de structures ondaires
locdes dans la protéine dénaturéepar la dhaleur. Ce point de vue est essentiellement fondé sur
I’ utili sation de techniques expérimentales qui ne sont pas appropriées pou caadeériser
structurell ement les états completement dénaturés. Deux exemples peuvent étre donrés. Dans
le premier, il est observé que I’ gout d'un dnaturant a une solution de protéine déja dénaturée
thermiquement provoque la variation du signal mesuré, par exemple optique (Aune,
1967).Dans le seamnd, il a &é observé gue la viscosité intrinséque d’ une protéine traitéepar la
chaleur est plus faible que cdle dénaturée par du GAnDCI (Tanford, 1973. Ces variations
peuvent en fait trés bien étre expliquées par des eff ets de solvatation.
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Nous avons démontré que les deux types de wnformations de la protéine
complétement dépliée ne présentent pas de structure résiduelle en déterminant la longueur
de ontour de la dhaines paypeptidique. Non seulement sa valeur est indépendante des
conditions de dénaturation mais elle est auss en complet acord avecla vaeur caculéepour
une dhaine en conformation 3 étirée De ces résultats nous concluons que la conformation
d'une protéine globulaire dépend des conditions de dénaturation, mais qu’'un état

complétement dépli é peut étre obtenu tant a I’aide du GdmHCI que de la chaleur.

De nombreuses études ont été faites sur des protéines dénaturées par du chlorure de
guanidinium, mais tres peu concernent les propriétés gructurales. La présence dinteradions
de volume eclu pou les chaines paypeptidiques a dé§a éé mise en évidence par
viscosimétrie. Par contre les propriétés gructurales correspondantes ne I’ ont é&é que pou la
PGK (Receveur 1998 et la caséine 3. Les pedres de diffusion des neutrons de ces protéines
ont é&é déaits al’aide du modéle de Pedersen et Schurtenberger (1996). Les conclusions qu'il
est posshble detirer de ces résultats sont en parfait acord avec cdl es que nous avons obtenues

ici pou laNCS.
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